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４．研究実績（必要であれば図を⽤いても構いません） 
【背景・⽬的】 
� 臨床検体中のウイルスを同定することは感染症の診断の基本であり、流⾏状況や薬剤耐性ウイルスの把握に重

要である。しかし、解決すべき課題もある。PCR は必ずしも感染性ウイルスのみを検出するものではない。また、培
養検査は確定診断となりうるが、結果を得るまでに数⽇以上を要する繁雑な⽅法である。 

� 本研究は上記の課題を克服した新しい検出システム「ウイルス感染を超早期に検出できる感知システム」を構築
することを⽬的とした。我々の研究グループが確⽴した遺伝⼦発現制御システムを応⽤し、感染細胞内でのウイ
ルス由来の mRNA の発現をレポーター遺伝⼦の発現により検知するシステムを構築する。感染初期に合成され
る遺伝⼦の mRNA を検出することにより、感染性のあるウイルスが早期に検出することが可能となる。 

� 本研究で構築するシステムを活⽤することによって、分離が早く正確になれば、より迅速に流⾏状況を把握でき
る。また、薬剤耐性ウイルスの出現をリアルタイムで検出することも可能になるため、本研究はウイルス感染症の制
御に有⽤な情報を効率よく提供できるものとなる。 

 
【⽅法・結果】 
� 本研究では、B 型インフルエンザウイルス（B/Iwate/34/2017 株）の NP（Nucleoprotein）遺伝⼦

mRNA を検出するシステムを構築する。STEP１ではプローブ RNA を発現する培養細胞の作製し、プラスミド導
⼊、およびウイルス感染実験により翻訳抑制が解除されるか検討した。STEP２ではウイルスの NP 遺伝⼦
mRNA特異的な反応か否か検討した。 

 
STEP１: プローブ RNA 発現細胞での翻訳抑制、およびウイルス感染による翻訳抑制解除の検討 
� まず初めに、細胞にプローブ RNA を発現させるための発現ベクターを構築した。NP 遺伝⼦ mRNA 配列より検

出に必要な 20〜50 塩基程度の配列を複数選択し、それら配列に対する特殊配列を設計した。特殊配列-
EGFP 遺伝⼦とした形でベクターに挿⼊し、特殊配列-EGFP 発現ベクターとして構築した。 

� NP 遺伝⼦ mRNA を細胞に供給するため、NP 遺伝⼦を搭載した発現ベクターを構築し、さらにコントロールとし
て使⽤する同ウイルス株の HA（Hemaglutinin）遺伝⼦を搭載した発現ベクターを構築した。 

� 上記の特殊配列-EGFP 発現ベクターを 293T
細胞に導⼊した。その結果、Control の EGFP
発現細胞では EGFP 発現が強く観察されたのに
対し て 、特殊配列-EGFP 発 現 細 胞 で は
Sequence.2/3 の特殊配列-EGFP 発現細胞
で強く EGFP の発現が抑制された（図 1）。この



   
 

                    /    ※以降コピーして⾴数を記載のうえ使⽤ください 

ことから、EGFP の 5ʼ UTR に特殊配列を挿⼊することで
効果的に翻訳抑制を誘導できることが⽰された。 

� 次に特殊配列-EGFP と NP 遺伝⼦発現ベクターを
293T 細胞に共導⼊した。その結果、細胞内に NP 遺
伝⼦ mRNA の発現されることで EGFP の発現が回復し
た（図 2）。このことから、特殊配列と NP 遺伝⼦
mRNA との間で何らかの反応が起こり EGFP の翻訳抑
制が解除されることが推察された。 

� 上記の翻訳抑制/解除反応がウイルス感染によっても起
こるのか、特殊配列（Sequence.2/3）-EGFP を発
現させた 293T 細胞に B 型インフルエンザウイルスを感染
させた。その結果、ウイルス感染により EGFP の翻訳抑制
が解除されることが⽰された。中でも Sequence.3 の翻
訳抑制/解除のON/OFF効果が顕著であり、特殊配列
によって感度が変動することが⽰された。 

STEP１: NP 遺伝⼦ mRNA特異性の検討 
� STEP１では NP 遺伝⼦を細胞に導⼊する、または B 型

インフルエンザウイルスを細胞に感染させることによって細
胞内に NP 遺伝⼦ mRNA が供給され、EGFP の翻訳
抑制を解除することが⽰された。これにより、感染性ウイル
スが細胞に感染したことを検出することが⽰された。 

� STEP２では、この翻訳抑制/解除反応の特異性を⽰す
ため、同ウイルスの別の遺伝⼦である HA 遺伝⼦を共導
⼊する実験を⾏った。293T 細胞に特殊配列-EGFP 発
現ベクターと STEP１で作製したHA 発現ベクターを共導
⼊し、EGFP の発現を観察した。その結果、HA 遺伝⼦
導⼊細胞では EGFP の翻訳が解除されないことが⽰され
た（図 4）。このことから、この反応は NP 遺伝⼦の
mRNA を特異的に検知して翻訳が解除されることが⽰
唆された。 

 
【本研究のまとめ】 
� STEP１・２の検討より、培養細胞を⽤いて感染性の B 型インフルエンザウイルスを検知する新規システムを構築

することに成功した。この⽅法は、予め検出したいウイルスの遺伝⼦配列情報に基に設計した特殊配列-EGFP
遺伝⼦ mRNA を発現させたプローブ RNA 発現細胞を作製し、この細胞にウイルスを感染させると、ウイルス由
来の mRNA と特殊配列が反応し、翻訳抑制が解除され検出できる新規メカニズムによるものである。これによ
り、これまで不可能であった感染性ウイルスのみを迅速に検出することが可能となる。 

 
【今後の予定】 
� 本システムは検出したいウイルスによって特殊配列を設計することで、他種多様なウイルス感染症の診断や治療

薬開発に応⽤させることが可能である。今後は、このシステムが他のウイルスを検出することが可能か、感染性のあ
る他のウイルスを短時間に検知することが可能か検討する予定である。 

 


